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Besehreibung 

Die Erfindung betriflt ein Vsrfahren zur Gswinnung 
von Hlriidlnderfvaten aus E. coli-Sekreftormutanten, so- 
wie ein Hirudinderivat mit der N-terminalen Aminosaure- 
sequenz Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

Hirudin Ist ein PolypeptW mIt 65 Aminosauren und 
wurde ursprOnglich auedem Blutegel Hirudomedicinalls 
Isollerl. Es wlrkt als hochspeziflscher Inhibitor tOr Throm- 
bin, indem es mit Thrombin stabile Komplexe biidet und 
besitzt daher vieie therapeutische Anwendungsmoglich- 
keiten, insbssondere zur Aniilcoagulallons-Therapie (F. 
Markquardt, Biomed, Blochim. Acta 44 (1985), 
1007-1013). 

Nach Veroffentlichung der vollslandigan Aminosau- 
resequenz von Hirudin (J. Dodt et ai., FEBS LETTERS 
165 (2), (1 984). 180-1B4) war die NAxaussetzung fOr die 
Herstellung von Hirudin durdi rekomblnante DNA-Tech- 
niken und Expression In MIkroorganlsmen gegeben. 

Die EP-A-0 158 564 (Transgene) otfenbart Ktonle- 
rungsvekloren zur Expresskm von Hirudin oder Hiru- 
din-Analoga in einer Wirtszelle, insbssondere einer bak- 
terlellen Zelle. Das fur Hirudin kodierende Gen wird da- 
bai durch cDIMA-Synthese, ausgahend von mRNA aus 
dem Blutegel Hirudo medicinalis gewonnen. Insbeson- 
dere wird ein Hirudin-Derivat mit der N-terminalen Se- 
quanz lle-Thr-Tyr-Thr-Asp baschrieben, sowie Varfah- 
ren zu seiner Gewinnung. 

In der EP-A-0 168 342 (Ciba Geigy) warden 
DNA-Sequenzen offenbart, wetehe fur die naturlfche 
Amlnosfluresequenz von Hirudin kodleren, wobei die 
N-temninale Aminosauresequenz \feJ-Val-Tyr-Thr-Asp 
ist. Die Expressbn von HInjdIn erfolgt In den MIkroorga- 
nlsmen E. coli und Saccharomyces cerevlslae Intrazel- 
lular. 

Die EP-A-0 171 024 (Hoechst AG) offenbart ein Ver- 
lahren zur gentechnologischen Herstellung von Poiy- 
peptlden mit HIrudln-AktivllBt, Insbesondere In E. co- 
li-Zellan, wobai die Zeilan aufgeschksssen warden und 
aus dem Zellextraktdas Polypeptid mit Hirudin-AWivltat 
gewonnen wird. Ein gegebenenfalls vorhandoner Fusi- 
onsproteln-Antell kann durch proteolytische oderchemi- 
sche Spattung abgetrennt werden und das frelgesetzte 
Himdinmolekfll aufgereinigt warden. 

Der Gegenstand der DE-OS 34 45 571 
(GEN-BIO-TEC) ist eins DNA-Sequenz, die fur ein Pro- 
tein mitderbtologischen Akllvitatvon Hirudin kodlert, so- 
wie ein Vsrfahren zur Gewinnung sobher Proteins aus 
E. coli-Zellen, die mil e'mam gaaignaten rakomblnantan 
Vektor transformiert sind, durch Lysis der Zellen. 

Auch die Arbeit von Bergmann et al. (Biol. Chem. 
Hoppe Seyler 367 (1 986), 731-740) beschreibt die Hiru- 
din-Synthesa in E. coli. Die Fraisetzung des Himdinsaus 
den Zellen erfolgt durch Behandlung mtt Toluol, wobei 
nur gerlnge Ausbeuten von etwa 500 ngfl A^js EInheiten 
von Zellen erzielt warden. 

Die EP-A-0 200 655 (Transgene), EP-A-0 262 854 
(Transgana) und EP-A-0 225 633 (Ciba Geigy) offenba- 



ran die Gewinnung durch Sakrstion von Protainan mit 
HIrudln-Aktlvltat aus einem eukaryontlschen Wirtsorga- 
nismus, insbesondere Hefe, wobei die Expression auf 
eInemVeklor erfolgt, dereine DNA-Sequenzenthalt, die 

5 ein Signalpeptkl stromaufwarts des Stmkturgens ent- 
hdit. Es wird die Sekretton von Hinxlln-Derlvaten mtt der 
N-terminalen Sequenz Val-Val-Tyr-Thr-Asp, sowie der 
N-terminalen Sequenz lle-Thr-Tyr-Thr-Asp in Hefe of- 
fenbart. Dabel werden Ausbeuten bis zu 1 00 mg/l ange- 

10 geben. 

In der DE-OS 39 00 626 (Hoechst AG) wird ein Hiru- 
din-Dsrivat mit der N-terminalsn Sequsnz 
Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp offenbart Die Expression findet 
vorzugswelse In Hefe statt, wobei Promoter und Signal- 
is sequenz das Hefe-Pharomon-Gans MFa zur Expressi- 
on und Sekretkjn des Hlmdln-Derlvats venwendet wer- 
den. 

Atle die oben beschrlebenen Verfahren zur Herstel- 
lung von Himdln-Derlvaten welsenjedoch Nachtelleauf. 

20 So warden bai Venwendung von Hale als Wirtsorganis- 
mus und Sekretkxi des Hirudins In das Kultunnedium re- 
lativ hohe Ausbeuten erhalten, jedoch ist de Kultivierung 
von Hefezellen iangwieriger und anspruchsvoller als die 
von Bakterien, z.B, E. coli. In E. coll-Zallen hingegen ist 

2S jedoch die Aushauta relativ gering oder/und bei einem 
AufschluBder Zellen sInd kompllzlerte Isolattons-Vferfah- 
ren notwendig. 

Gegenstand der vorllegerKJen Erfindung Ist ein Hiru- 
din darival gamaB Anapmch 1 . 

30 Ein Welterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung Ist ein Verfahren zur Gewinnung des genannten 
Hirudn-Derivatas aus E. coli Stammen, welche eine 
massive Protelnsekretion In das Kulturmedium aufwei- 
sen, daduich gekannzaichnat, daB man 

3S 

(1 ) einan rakombinanten Vaktor konstmiart, auf dem 
sich das, fur das genannte Himdin-Derivat kodie- 
rende Qenfiinter einem DNA-Abscfinitt befindet, der 
fQrain bakterieliss Signalpeptki kodisrt, 
40 (2) mit dem In Schritt (1) konstnjierten rekombinan- 
ten Vaktor ainan E. coli Stamm, walchar aina mas- 
sive Proteln-Sekretton m das Kultunnedium aul- 
welsl transformiert, 

(3) die transformiertan Zellen in ainam Medium Icul- 
45 tlvlert und 

(4) das Hirudin-Derivat aua dam Medium gawinnt 

Untar dem Begriff Himdin-Derivat gemaB vorliegen- 
der ErTindung sind von HImdin abgsleitete Proteine zu 

^ verstehen. die als Thrombin-lnhlbltoren wirken und eine 
spezifische Aktivitat von mindastans 10.000 AT-U/mg 
(Aniithrombin-Units) besrtzen (Dodt et al., Biol. Chem. 
Hoppe Seyler 366 (1985), 379-385). Der Begriff Hiru- 
din-Derivat beinhaltet auch Fuslonsprotelne mit einem 

SB bis zu etwa 50 Aminosiuren langen N-terminalen Fusl- 
onsantail, dar leilwaisa odar vollstandig durch protaoly- 
llsche Oder chemlsclie Spattung entfernt werden kann, 
wobei als Spaltproduktsin Himdin-Derivat mit ainarspe- 
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zifischen Aklivitat von mindestens 10.000 AT-U/mg ent- 
steht. 

Ein Vortsil das erfindungsgemafJan Verfahrens Ist, 
daB durch die Sekrelion des Hirudin-DerivatB in das Zell- 
medium die Disulfidbruclcen von Himdin unler den oxi- 
dativen Bedingungen des Mediums richtig ausgeblldet 
werden. 

Ein Vertahren zur iHerslellung von E. coli-Stammen, 
welche eine niasslve ProteirvSeicretion in das Kulturme- 
dium aulweisen, ist in der EP-A-0 338 41 0 offanbart. Bel 
der Gewinnung von geeigneten E. coii-Sel<retomriutan- 
ten l<ann man insbesondere von E. coli DS410 (DSM 
4613) Oder E. coli BW7261 (DSM 5231) ausgeiien. Dar 
jeweilig© E. coli-Stamm wird zunSchst mitelnem Plasmid 
Iranslomriiert, das eine, fur ein selcratierbares Protein ko- 
dierende DNA-Sequenz enthait Ansclilie3end wird der 
translormierle E. cdi-Stamm einer l^utagenese, z.B. 
durch Behandlung mlt N-MethyHM'-nltro-N-nitrosoguanl- 
dln untenivonen. Dann erfbigt eine Selektion auf geelg- 
neteSsicretormutanlen-Stamme.Vanwendetmanalssa- 
Iffetierbares Protein z.B. a-Cyclodexlringlykosyllrans- 
lerase, so kann man Seleetonnutanten durcli eine Be- 
sistenz gegen die Zellwand-aKtive Substanz D-Cyclose- 
rin ericennen. Weiterhin bewirld die Sekretion dera-Cy- 
clodextrhglylcosyltranslerase (CGTase) eine Hydrolyse 
der Starice im umgebenden Medium, was bei Venwen- 
dung sines Amylopoktln-Azur-MBdiums eine zusatzliclio 
Selektlonsmdgllchkett fOr Sekretormutanten ergibt. 

Als rskombinanter Viktor fQr die vorlieganda Erfin- 
dung sind Velrtoren geeignet, die entweder in das E. co- 
II-Genom Integrleren k6nnen (z.B. BakterloplTage X) 
Oder in dorlransformierten E. cdi-Zella extrachromoso- 
mal vorllegen (z.B. PlasmkJe), Vorzugsweise venivendet 
man Plasmide. 

Das Qenkonstrulcl auf dem rel<ombinanlen Veldor, 
welches f Qr ein Prctein, bastehend aus Signalpeptid und 
dem Hirudin-Derlvatkodierl, befindetsich vorzugsweise 
unter Konlrolle eines Induzierbaren Promoters, beson- 
ders bevorzugt ainas trp-lac-Fusbnspromotors, der 
durch Ijactose-oder iPTG-Zugabe (Isopropyl-p-D-thto- 
gatactoeid) induziaibar ist Auf dem Vektor soil steh wai- 
lerhln ein Selekdonsmarker-Qen und gegebenenfallsein 
lac-Repressor-Qen beflnden. 

Als bakterielie Signalsequenz, die eine Sekratkxi 
des HIrudin-Derivats erm5gllchl, sind prinzipieli alle be- 
kannten Signalpeptide geeignet, die eine Pemneattan 
der INIembran von E. coll-Zelien erlauben. Vorzugsweise 
venvendet man daher auch Signalpeptide aus gram-ne- 
gatlvan Bakterien (z. B. SignaipeptidefolgBndBr Proteina 
von E. coll: 

auQeres Membranprotein OmpA (DIRienzo et al., 

1978 Ann. Rev. Bk)cham. 47: 481-532) 

alkallsche Phosphatase PhoA (inouye et al., 1982 

J. Bacteriol. 149: 434-439) 

LamB-Protein (Hedgpelh et ai., 1980 Proc. Nat 

Acad. Set USA 77: 2621-2625) 

l^lose Bindeprotein MalE (Bedouelie H. et al., 



1980 Nature 285: 78 - 81)). Basondars bevorzugt 
venA/endet man das a-CQTase-SlgnalpeptkJ. 

Ein tur das erfindungsgemaBe Verfahren geeigneter 

5 Vektor ist z.B. das Plasmid pCM705 (Fig. 1). das aus 
dem In der EP-A-Q 383 410 offenbarten Plasmid 
pCM703 durch Entfernung eines ca 1 kb langen 
Nmi-Fragments erhaltlich ist. Dieser Vektor enthalt ein 
Ampicillln-Resistenzgen, dasGenlOr den lac-Repressor 

10 und das CGTase-Gen mit 5'-Ende. Ein fur ein l-liru- 
din-Derival kodierendes Gen wird h den Vektor pCIW705 
so integriert, daf3 intrazellular ein VorlaufermolalcQi mit 
dem Signalpeptid der a-CGTase an sainem N4armina- 
len Ende entsteht Das GenKonstrukt steht unter Kon- 

ts trolle des tac-Promotors. Mit dem auf diese Weise erhal- 
tencn Plasmid kann ein E. coli^ekretor-Mutanten- 
stamm transformiert werden. 

Posltlvtranstormlerte Klone werden Im SchOttelkol- 
ben Oder Im Fenmenter kultivlert. Bei Errelchen elner op- 

20 tischen Dichte (ODeoo ) vo" ®^ ^^^^ «n® Induktion 
durch IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactosId) Oder l.acto- 
se. 

Mittels eines Thrombin-lnaklivierungstests (Gries- 
bacii et at, Thrombosis Research 37, (1985). 347-350) 
2S wird dann der Verlauf der Produktion des Hirudinderivats 
bestlmmt. Die Akkumulatlon von Fuslonsprotelnen wird 
durch HPLC-Chromatographia (reversed phase) analy- 
siert. Der Praantell von Fustonsproteinen kann dann ab- 
gespalten und das entstahande aktiva Hirudindarivat 
30 aufgereinlgt werden. 

Folgende Beispiele sollen die Erfindung zusammen 
mit den Figuren 1 bis 5 naher erlautam. 

Es zeigen: 

3S Fig. 1 das PlasmM pCM705 

Fig. 2 die DNA-Sequenz des synthatischan Hiru- 
din-Gens auspK152, 

40 Fig. 3 die Sequenzen der Ollgonukleotlde HIR1. 
HIR2 und HIR3, 

Fig. 4 das PlasmkJ pCM7051 und 

45 Fig. 5 das PlasmU pCM705a 

Belsplal 1 

l^struktkxi das SakratbnavaktorB 

so 

Das Plasmki pKI 52 tragi eh synthetischas Hirudn- 
gen, dessen Sequenz In der EP-A0171 024 autgefuhrt 
ist Ausgahand von dlesem Plasmid wurde ein etwa 200 
bp gro8es HInf I - Hind III DNA-Fragment Ober Agaro- 
S5 se-Qeleiektrophorese Isollert. das den groQten Tell der 
DNA-Sequenz, dialQr Hirudin kodiart, ba'mhaltet (Fig. 2). 
Die fehiende 5'-tenminale Sequenz wird durch ein neu- 
synthatisisrtas Oligonukiaotid (HIR 1) ragsneriert. Die 
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kodierendeSequflnzdasOligonukleotidsisI in Fig. 3ga- 
zelgt. Durch Fusion der Hint !-Enden erglW sich ein Hlru- 
din-Derivat mit dar N-terminalen Sequenz 
Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

Das Plasmid pCM705 (Fig. 1 ) wird mit PstI und Hnid 
III geapalten. Die belden Schnlttstellen liegen Im kodie- 
renden Bereich lur das Gen der CGTase, wodurch eIn 
etwa 1 kb gro3es DNA-Stuck ausgeschnitten wird. Psti 
spaltet exakt In dem Berefch, der tOr die Slgnalpeptlda- 
se-Schnrttstelle kodiert. 

Die Fragmeme pCM705 PstI- Hind III 6,3 kb, pK152 
Hinf I - Hind III 0,2 kb und das Oligonukleotid HIR 1 war- 
den mileinandar llgiart, vrodurch das PlasmkJ pCM7051 
entsteht (Fig. 4). Mit dem Llgattonsansatz wird der E. co- 
li-Stamm HB101 (DSM 1607) transformiart. Kolonien, 
die auf selektlvem Medium mtt Amylopeklln Azur (ge- 
tafbtes Amylopektin) keina Starkeabbauhola und eomit 
kelne a-CGTase-Expresslon zelgen. werden Isoliert und 
bl8 zur EInhellllchkelt gerelnlgt. Von mehreren gereinlg- 
tan Ktonan wird Plasmid-DNA isoliert und durch eine Re- 
striktlonsanalyse charakterislert. Von zwel PlasmkJen, 
die ein Hirudin-lnsert tragan, wird eine SequenzanalyBB 
der Fusionsreglonen durchgeluhrt. 

Plasmid-DNA, dia aina korrekte Hirudin-Gankon- 
stnjklbn tragt, wird mit Nru I und Nda I gaspallen und 
Ober Agarosegelelektrophorese wird eIn 5,18 kb groGes 
Fragment isdiart. 

Nach AuffOllen der durch Nde I Spattung flbertian- 
ganden Saquenz mit Klanow-Enzym wird das Fragment 
durch Ligation zirkulartelert. Das entstandene PlasmW 
wird als pCM7053 bezeichnel (Fig. 5). 

Mit diaaam Plasmid pCM7053 wird die Sakratormu- 
tanie E. coli WGM100 translormiert. die auf die In der 
EP-A-0 338 410 beschriebanen Methoda arhalten wur- 
de. 

Beiaplel 2 

Test auf Sekration von Hirudin in 
Schuttelkolben-Versuchen 

1 0 ml LB-Medlum mit 1 00 ^g/ml Amptelllln wurde mit 
einer frischen Ubemachtkultur von WGM100 pCM7053 
auf dia optlscha Dichta OD420 = baimpIL Die Kultur 
wird bel 30'C geschOttelt. Sobald die optlsche Dtehte 
OD420 = 1 fi erreichl, wird der Induktor Lactose auf eine 
Endkonzentratton von 1 %zugegeben. Nach48Stunden 
warden von der Kultur Proban antnommen, dia ZaIlan 
abzenlrituglert und die Hirudln-Konzenlration im Uber- 
stand bestlmnnt. Die Bestlmmung erfolgt mittels eines 
Thrombin Inaktivierungslasts. Es wurden Ausbeuten bis 
zu 4000 AT-U/hil (Antlthrombin Units) boalimmt (== 250 
mgfl). 



Bdspiel 3 

Hirudnproduktbn im 10 1 Farmanler 

7 1 Minimalmadium mit 100 ^g/ml Ampiclllin werden 
mit eIner frischen Obemachtkultur von WCM100 
pGM7053 aul die optlsche DIchte ODeoo = 0,1 ange- 

BTtpft 

Die FemrienlHtk)nsbedingungen sind 



10 



IS 



Tamperatur: 


30«C 


Ruhrgeschwindigkait: 


450 bis 950 rpm 


BelOftung: 


0.5 bis 1,6 Wm 


pH-Wert: 


7.0 ±0,1 



Bei Erretehen der optischen DIchte ODeoo - 1>0 werden 
0,5 mM IPTG Osopropyt-p-D-Thtogalactosid) zugage- 
ben. 

^ 40 Stunden nach Zugabe von IPTG konnlen 36.000 
AT-U/ml im Ubsrstand bastimm* werden (=s= 2,25 g/1). 

Balapiel 4 



2S 



30 



3S 



40 



45 



SO 
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Sakretton von Hirudin mit der N-terminalen Sequenz 
Ala-Thr-Arg-Lau-Thr-Tyr-ThrTAsp 

Veriahrt man analog dem Beispiel 1. venA/endat je- 
doch statt dem OligonuMeotid HIR 1 das Oilgonukleotid 
HIR 2 (Fig. 3), so erhalt man ein Himdinlusionsprotein 
nach Abspaltung des Signalpeptldes mit der N-temiina- 
len Sequenz Ala-Thr-Arg-Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp. Die An- 
haufung dieses Fusk^nsproteins im Oberstand wird 
durch HPLC-Analyse unter Anwendung von "Reversed 
Phase' Bedingungen (CiQ-Chromatographiesaule) be- 
stimmt. Die Fermentatton des Stammes WCM100 mit 
diasam Gankonstmkt arbrachte eine Ausbauta von 25 
mg/l Fusionsprotain. 

Durch Trypsln-Spaltung kann aklives Hlmdin mil der 
N4erminalan Sequenz Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp aiziatt mi- 
den. 

Bdsplel 5 

Sekretion von Himdin mit der SekrelonnutanlB WCM88 

Die Sekretormutante WCM88. die ebenfalls aul dia 
In der EP-A-0 338 410 beschrlebene Welse erhalten 
wuide, wird mit dem Plasmid pCM7053 transfomniert 
(sieha Beispiel 1). Dia Produktkxi von Hirudin durch Se- 
kretion Ins Kullunmedlum wird in SchOttelkolben-Versu- 
chen und Fernrwntationen getestet 

a) SchuttelkolbenverBuche 

Anakig Beispiel 2 wird der Stamm WCM88 
pCM7053 kuttlvlert. Nach 48 Stunden wird Im Ober- 
stand der Kultur die Himdin-Konzentrafion be- 
stimmt Ausbeuten von bis zu 1 800 AT-U/ml wurden 
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erzielt(=&110mg/l). 

b) Produktion im 10 1 Fermenter 

Die Anzucht des Stammes erfolgt wie in Bei- 
6pi8l 3 beschrieben. 45 Stunden nach Zugabe von 
IPTG konnten 21 000 AT-U/ml Im LIbersland festge- 
5telttwerden(=&l.3g/l). 

Bel3plel 6 

Konstruldion eanes Sokretionsvektors mit 
TetracyclinresistenzgGn 

Das 1 .1l<b Nrui-Fragment de« Plasmlds pBR322 (F. 
Bolivar et al., Gene 2, 95-113 (1977)) wurde isoliert und 
mil dem durch Nrul-Spattung iineaiisierten Plasmid 
PCM7051 (Biehe Fig. 4) liglert. Mil der Ugationsmi- 
scliung wurde E. coll HB101 translormlert. Transfonman- 
ten wurden aufgrund Ihrer Teflracycllnreslatenz selek- 
tiert. Die Plasmid-DNA einas Belakllarten Ktons wurde 
reisoliert und mil Ndel und Aval gespalten. Die 
DNA-Fragmento wurden in der Agarosegel-Elektropho- 
rese aufgetrennt. Das groRere Fragment wurde isoliert 
und die Qberhangendan Einzelstrangenden wurden mit 
dem Klenow-Enzym aufgelQItt und dann liglert 

Das resuiilerende Plasmid war pCMT203. 

Belsplel 7 

Sekretion von Hirudin unter Venwendung des 
Sekretionsvektors pCMT203 

Die Sekretormutante WCM100 (siehe Belsplel 1) 
wurde mit dem Plasmid pCMT203 Iransformiert. Der re- 
sultierende Stamm wurde In emem 10 i Fermenter kulti- 
viert 45 h nach Zugabe von IPTG konnten 42000 
AT-U/ml Hirudin bestimmt werden 2,63 g/l). 



PaitentansprQehe 



PotentansprOohe fflr folgende Vertragsstaoten 
BE, CH, DE, OK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 



10 



IS 



20 



2S 



30 



3S 



40 



AT, 



4$ 



Verfahren zur Gewinnung von Hirudirxterivaten 
gemae Anspruch 1 aus E. coll-Stfimmen, welche 
eina massive Protein-SekretkMi in das Kulturme- 
diumaufweisen, dadurch gekennzetehnet, daB nnan 

(1 ) einen rekombinanten Veklor tonstruiert, auf 
dem sich das fOr Hlrudlndertvat gemaB 
Anspruch 1 kodierende Gen direkl hinter einem 
DNA-Abschnitt befindet, derfQreIn baklerielles 
Signalpeptid kodiert, 

(2) mit dem in Schritt (1 ) konstruierlen rekombi- 
nanten Veklor einen E. coli-Stamm, weicher 
eine massive Proteln-Sekretion In das Kultur- 
medium aufwaist, transfomniert, 

(3) die trandormierten Zellen in einem Medium 

kultlvlert und 

(4) das Himdinderivat aus dem Medium 
gewlnnt. 

Verfahren nach Anspaich 4, dadurch gekennzelch- 
net, da3 man als rBkombinantsn Vaktor sin Plasmid 
venvendet. 

Verfahren nach Anspruch 4odar5, dadurch gskenn- 
zelchnet, daB man einen rekombinanten VeWor kon- 
stmiert, auf dem sich die fur das Himdinderivat und 
das Signalpeptid kodierenden DNA-Sequenzen 
unler Kontrolle eines induzleitaren Promoters 
befinden. 

Verfahren nach Anspmch 6, dadurch gekennzeich- 
net. daB man als lnduzlert)aren Promotor einen 
trp-lac FusnnspromotDr verwandet. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzelchnel, daS man ein Signal- 
peptid aus gram-negatlven BaWerlen verwendet. 

. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzelch- 
nel, daB man das a-Cycksdextrlngiycosyltrans- 
fafBse-Signatpeptkl venfvandat 



1 . Hlrudinderlval, dadurch gekennzeichnet, daB as die 
N-temiinale Sequenz A-Thr-iyr-Thr-Asp besltzl. 
worin AfOr Alasteht. 

2. Rekombinante DfMA, dadurch gekennzek:hnet, daB 
sie fQr ein Hirudinderivat nach Anspruch 1 kodiart. 

3. Rekombinantor Veklor, dadurch gekennzoichnot, 
daB er eIne Oder mehrere Kopien eines Qenkon- 
struktes enthait, das tur ein Protein, beslehend aus 
einem bakteriallsn Signalpeptid und einem Himdin- 
derivat genndB Anspmch 1 kodiert. 



PotentansprOche IQr folgende Visrtragsstaaten : ES, 
OR 

so 1. Verfahren zur Gewinnung von Hlmdinderivaten 
gemaB Anspmch 1 aus E. coli-Stammen, welche 
eIne massive Protein-Sekretksn in das Kuttunne- 
diumaufweisan, dadurch gekennzeichnst, daB man 

ss (1 ) einen rekombfrwiten Veklor konstrulert, auf 

dem sich das fur Himdinderivat gemaB 
Anspmch 1 kodierende Gen direkl hinter einem 
DNA-Abschnitt befindet, der fQr ein baklerialles 
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Signalpeptid kodiert, 

(2) mit dam in Schritt (1 ) konstruierten rekombi- 
nanten Vfektor einen E. coll-Stamm, weteher 
eine massivB Protein-Sekrelion in das Kultur- 5 
medium aulweist, transtomiiert, 



gram-negativen Bakterien stammt 

11. RelcDmbinanter Vektor nach elnem dsr Anspruche 
9 bis 1 0 dadu rcli geken nzelchnet , daB das Signal- 
peptid au8 dem a-Cyckxiextringlyko&yltrane- 
ferase-Gen stammt. 



(3) diatransfomnierten Zellen in einem Medium 
kuttMert und 

(4) das liirudinderivat aus dem Medium 
gewinnt 

2. Verfahren nach Anspruch 1. daduroh 
gekennzeichnet , daO man ale rekomninanten 
Vektor eln Plasmid verwendet 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzelohnet . daB man einen rekombinanten 
Vektor konstruierl, auf dem sich die lur dae hirudin- 
derivat und das Signalpeptid kodierenden 
DNA-Sequenzen unter Kontrolle eines induzierba- 
ren Promoters befinden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzelohnet , daB man als Induzierbaren Pro- 
motor einen Irp-lac Fuskxispromolor venwendaL 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzelchnet, daB man ein 
Signalpeptid aus gram-negaiiven Bakterien venwen- 
det 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzelchnet , daB man das a-Cyctodextringly- 
cosyltransferase-Signaipeptid verwendet. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzelchnet, daf) man als E. 
coll-Sekretormutante einen Bakterienstamm ver- 
wendet, der durch Mutagenese und anschiielBenda 
Selektion auf Sekretbnseigenschaften aus den E. 
coll-Stammen DS410 (DSM 4513) Oder BW 7261 
(DSM 5231 ) erhalten wurde. 

8. Rekombinanta DNA, dadurch gekennzelchnet , 

daB sielur ein HInjdinderivatherstellbarnach elnem 
der AnsprQche 1 bis 7 kodiert. 

9. Rekombinanter Vektor. dadurch 
gekennzelchnet, daB er eine odsr mehrere 
Koplen eines Genkonstmktes enthait, das lur ein 
Protein, bestehend aus einem bakteriellen Signal- 
peptid und elnem Hirudlnderlval, mit der N-termlna- 
len Sequenz Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp kodiert. 

10. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 9, daduroh 
gekennzelchnet, daB das Signalpeptki aus 
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Claims for the following Contracting States : AT, BE, 
CH, DE, DK, FR, QB, IT, LI, LU, NL, SE 

IS 1. Himdin derivative, characterised in that it has the 
N-termlnal sequence A-Thr-iyr-Tlir-Asp In which A 
represents Ala. 

2. Recombinant DN A, characterised In that It codes for 
20 a hirudin derivative according to Claim 1 . 

3. Recombinant vector, characterised in that itcontains 
one or more copies of a gene construct which codes 
for a prdsln consisting of a bacterBl signal peptide 

2S and d a himdin derivative according to Claim 1 . 

4. Process lor obtainhg hirudin derivatives according 
to Claim 1 frt>m E. coll strains which esxhibit 
large-scale protein secretin into the culture 

30 medium, characterised In that 

(1) a recombrant vector on which there is 
located the gene coding lor [lacuna] hinjdin 
derivative according to Claim 1 directly down- 

3S stream of a DN A section which codes for a bac- 

terial signal peptide is constructed, 

(2) the recombinant vector constructed in step 
(1 ), Is used to transform an E. coll strain whk:h 
exhibits large-scale protein sacretksn Into the 

40 culture medium, 

(3) the transformed cells are cultivated in a 
medium and 

(4) the hirudin derivative Is obtained from the 
medium. 

45 

5. Process according to Claim 4, characterised in that 
a plasmid is used as recombinant vector. 

6. Process according to Claim 4 or 5, characterised In 
so that a recombinant vector on which the DNA 

sequences coding for the himdin derivative and for 
the signal peptMe are k)cated under the control of 
an inducible promoter is constructed. 

65 7. Process according to Claim 6, characterised in that 
a trp-lac fusbn promctor is used as inducible pro- 
motor. 
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8. Process according to one o1 the preceding claims, 
characterised Irt that a signal peptide from 
Gram-negative bacteria is used. 

9. Process according to Claim 8, characterised in that 
the a-cyclodextrin glycosoltransterase signal pep- 
tide Is used. 



Claims lor the following Contracting States : ES, GR 

1. Process lor obtaining hirudin derivates according to 
Claim 1 [sic] Irom E. coll strains which exhibit a 
large-scale protein secretion into the culture 
medium, characterised In that 

(1) a recombinant vector on which there is 
located the gene coding for [lacuna] hirudin 
derivative according to Claim 1 [sic] directly 
downstream of a DNA section which codes for 
a bacterial signal peptide is constructed, 

(2) the recombinant vector constructed in step 
(1) is used to transform an E. coll strain which 
exhibits large-scale protein secretion into the 
culture medium, 

(3) the transformed cells are cultivated in a 
medium and 

(4) the hirudin derivative Is obtained from the 
medium. 

2. Process according to Claim 1 , characterised In that 
a piasmid is used as recombinant vector. 

3. Process according to Claim 1 or 2, characterised in 
that a recombinant vector on which the DNA 
sequences coding for the hirudin derivative and lor 
the signal peptide are located under the control of 
an Inducible promoter is constructed. 

4. Process according to Claim 3, characterised in that 
a trp-lac fusion promotoer is used as inducible pro- 
moter. 

5. Process according to one of the preceding claims, 
characterised In that a signal peptide from 
Gram-negative bacteria is used. 

6. Process according to Claim 5, characterised in that 
the a-cyclodexirin glyoosyitransferasa signal pep- 
tide Is used. 

7- Process according to one ol the preceding claims, 
characterised in that a bacterial strain which has 
been oistalned by mutagenesis and subsequent 
selection lor secretion properties from the E. cdi 
strains DS41 0 (DSM 451 3) or BW 7261 (DSM 5231 ) 
Is used as E. coll secretor mutant 



8. Recombinant DNA, characterised in that it codes for 
a hirudin derivative which can be prepared accord- 
ing to one of Claims 1 to 7. 

& 0. Reoombinantvector, characterised in that itcontains 
one or more copies of a gene construct Which codes 
for a protein consisting of a bacterial signal peptide 
and of a hirudin derivative having the N-temninal 
sequence Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

10 

10. Recombinant vector according to Claim 9, charac- 
terised in that the signal peptide originates from 
Gram-negative bacteria. 

IB 11. Reoombinantvector according to one of Claims 9 to 
10, characterised h that the signal peptide origi- 
nates from the a-cyciodextrin glycosyltransferase 
gene. 

20 

Revendleatlons 



Revondtedtione pour les Etato contraetants 
2S euhranto : AT, BE, CH, DE, DU, FR, IT, Li, LU, NL, SE 

1. Derive de la hirudine, caracterise en ce qu'il pos- 
s&de la sequence N-temilnale A-TTir-iyr-Thr-Asp, 
oU A est piacd pour Ala 

30 

2. ADN recombln6, cafact6ris§ en ce qu'il code pour 
un ddrivd de la himdine suivant la ravendication 1 . 

3. Vacteur reccmbind, caractdrisd en ce qu'il conlient 
3S une ou piusieu rs copies de la construction de gdne, 

qui code pour une proteine oonstHuse d'un peptide 
signal bactdrien et d'un ddrivd de la himdine suivant 
la revendicaticn 1 . 

40 4b Proc^dd d'obtention de d^rlvds de la hirudine sui- 
vant la ravendication 1, k partir de souches de E. 
coli qui pr69entent une s6cr6tion massive de pro- 
tdlne dans le milieu de culture. caract6ris6 en ce que 
I'on: 

45 

(1 ) constmit un vecteur recombind dans lequel 
le gdne coc^t pour le d6rlv6 de la himdine sui- 
vant la ravendication 1, se trouve directement 
aprte un fragment tfADN qui code pour un pep- 

€0 tide signal bact^rlen, 

(2) transforme une souche de E. coli avec le 
vecteur recombind constrult h r6tape (1), qui 
presente une secretion nr^ssive de protdine 
dans le milieu de culture, 

B6 (3) nnet en culture les cellules translormdes 

dans un milieu et 

(4) ie 66rM de la hirudine est r^coltd dans ie 
milieu. 
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5. Proceda suivant la revendication 4, caracterisd en 
ce que Ton utilise un plasmlde comme vecteur 
reoombine. 

6. Procedd suivant la revendication 4 ou 5, caractdrisd 
en ce que I'on conslruit un vecteur recombin6 dans 
lequel lea s6quences d'ADN codant pour le d6riv§ 
de la hirudine et le peptide signal se trouvent sous 
le ccntrOle tf un promcteur Inductlble. 

7. Proc§d6 suivant la revendication 6, caract6fi86 en 
ce que Pon utilise un promoteur de fusion trp-lac 
comme promoteur inductible. 

8. Procade suivant Tune quelconque des rsvsndica- 
tlons pr6c6der^es, caract6rls6 en ce que I'on utilise 
un peptide signal de bacteries gram-negatives. 

9. Ptoo664 sulvanl la revendication 8, caract^risd en 
ce que I'on utilise le peptide signal de Ta-cyclodax- 
trineglycosyltransfdrase. 

Ravendicatlons pour lee Etats contractanto 
fluivants : ES, OR 

1. Proceda d'obtention de derives de la hirudine sui- 
vant la revendication 1, k partir de souches de E. 
coll qui prdssntent une secretion massive da pro- 
t^lne dans le milieu de culture, caract^risd en ce que 
I'on: 

(1) construtt un vecteur recombin6 dans lequel 
le gdne codant pour le ddrivd de la hirudine sui- 
vant la revendicatbn 1, se trouve dlrectement 
aprte unlragmeni d'ADN qui code pour un pep- 
tide signal bactdrien, 

(2) translorme une souche de E. coli avec le 
vecteur reoombind oonstruit a rstapa (1), qui 
pr6sente une s6cr6tion massive de prot^ine 
dans le milieu de culture. 

(3) met en culture les cellules transformdes 
dans un milieu et 

(4) le ddriv6 de la himdine est rdcolld dans le 
milieu. 



comme promoteur irKhictible. 

5. Precede suivant Tune quelconque des ravendica- 
tlons pr6c6dentes, carBct6rls6 en ce que I'on utilise 

5 un peptide signal de bactdries gram-ndgatives. 

6. Proc6d§ suivant la revendication 5, caract6ris6 en 
ce que I'on utilise le peptide signal de i'a-cyclodex- 
trineglycosyltransf6rase. 

10 

7. Proc6d6 suivant I'une quelconque des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que I'on utilise 
une souche bacterienna comme mutant secrdteur 
de E. co!!^ qui est obtenue h partir des souches de 

IS E. coli DS410 (DSM 4513) ou BW7261 (DSM5231) 
"p&f mutagentee et ensulte, selection sur les proprt6- 
tds da sdcrdtion. 

8. ADN recombln6, caracl6rls6 en ce qu*!! code pour 
20 un d6riv6 de la hirudine pouvant dtre prfipard suivant 

rune quelconque des revendications 1 hi. 

9. Vecteur recombln6, caract6ris6 en ce qu'll contlent 
une ou plusiaurs copies d'une constructbn de gene 
qui code pour une proteine constituee d'un peptide 
signal bactdiien et d'un ddrivd de la hioidine avec la 
sequence N-terminaie Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

10. Vecteur recombine suivant la revendication 9, 
30 caract6ris6 en ce que le peptide signal provient de 

bacteries gram-n^gattves. 

11. V^teur recombin6 suivant Tune quelconque des 
rsvsndicationG 9 et 1 0. caractdrisd en ce que le pep- 

3s tide signal provleni du g^ne de ra-cyctodextrine-gly- 
oosyltransfdraee. 



40 



45 



2. Proc6d6 suivant la revendication 1, caract^risd en 
ce que I'on utilise un plasmlde comme vecteur 
reoombind. 

3. Precede suivant la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que Ton constmlt un vecteur reoombind dans 
Isquet les sequences d'ADN codant pour le derivd 
de la hirudine et ie peptide signal se trouvent sous 
le ccntr&le d'un promoteur Inductlble. 

4. Proc^ suivant la revendication 3. caracterise en 
ce que Pon utilise un promoteur de fusion trp-lac 
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tig: 2: OHA-Sequenz des synthetischen Hirudingens 
Qus pK152 



Kinf I 

2(3 



40 60 



acgtatactgactgcactgaatctggtcagaacctgtgcctgtgcgaaggatctaacgtt 
tgcatatgactgacgtgacttagaccagtcttggacacggacacgcttcctagattgcaa 

ThrTyrThrAspCysThrGluSerGlyGlnAsnLeuCysLeuCysGluGlySerAsnVal 

Ban HI 



80 



100 120 



tgcggccagggtaacaaatgcatccttggatccgacggtgaaaagaaccagtgcgttact 
acgccggtcccattgtttacgtaggaacctaggctgccacttttcttggtcacgcaatga 

CysGlyGlnGlyAsnLysCysIleLeuGlySerAspGlyGluLysAsnGlnCysValThr 



140 



160 180 



OTcgaaggtaccccgaaaccgcagtctcataacgacggcgacttcgaagagatccctgag 
ccgcttccatggggctttggcgtcagagtattgctgccgctgaagcttctctagggactc 

GlyGluGlyThrProLysProGlnSerHisAsnAspGlyAspPheGluGluIleProGlu 



200 



220 Hind III 



gaatacctteagtaatagagctcgtcgacctgcaggcatgcaagctt 
cttatggaagtcattatctcgagcagctggacgtccgtacgttcgaa 

GluTyrLeuGlnEndEnd 
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